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(57) Abstract 

A porcine vaccine formula for treating porcine res- 
piratory and reproductive disease, including at least three 
polynucleotide vaccine valencies that each include a plas- 
mid containing a porcine pathogen valency gene capable of 
being expressed in vivo in host cells. Said valencies are 
selected from two groups which consist of Aujeszky's dis- 
ease virus, swine influenza virus, mysterious swine disease 
virus, parvovirus disease virus, pest disease virus, and bac- 
teria causing actinobacillosis. Said plasmids include one or 
more genes per valency, and said genes are selected from 
the group which consists of gB and gD for Aujeszky's dis- 
ease virus, HA, NP and N for swine influenza virus, E, N, 
ORF3 and M for mysterious swine disease virus, VP2 for 
parvovirus disease virus, El and E2 for pest disease virus, 
and apxl, apxll and apxIII for actinobacillosis virus. 

(57) Abrege* 

La formule de vaccin porcin contre la pathologie 
respiratoire et/ou de reproduction des pores, comprend au 
moins 3 valences de vaccin polynucI6otidique comprenant 
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chacune un plasmide integrant, de maniere a exprimer in vivo dans les cellules hdtes, un gene d'une valence de pathogene porcin, ces 
valences dtant choisies parmi deux groupes consistant en virus de la maladie d'Aujeszky, virus de la grippe porcine, myste'rieuse du pore, 
virus de la grippe porcine, virus de la maladie mysteneuse du pore, virus de la parvovirose, virus de la pestivirose et bactdries responsables 
de ractinobaciliose, les plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi le groupe consistant en 
gB et gD pour le virus de la maladie d'Aujeszky, HA, NP. N pour le virus de la grippe porcine, E, N, ORF3, M pour le vims de la 
maladie mysteneuse, VP2 pour le virus de la parvovirose, El, E2 pour le virus dc la pestivirose et apxl, apxll et apxIII pour le virus de 
"actinobacillose. 
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FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE CONTRE LES PATHOLOGIES 
RESPIRATOIRES ET DE REPRODUCTION DES PORCS 

La presence invention esc relative a une formule de vaccin 
permettant notamment la vaccination des pores contre les 
pathologies respiratoires et de reproduction. Elle est 
egalemenc relative a une methode de vaccination correspondante . 

Au cours des dernieres decennies , les methodes de 
production porcines ont f ondamentalement change . L ' elevage 
incensif en espace clos s'est generalise avec comme corollaire 
le developpement dramatique des pathologies respiratoires. 

L ' ensemble des symp comes de pathologie respiratoire 
porcine est en general regroupe sous 1'appelation complexe de 
maladie respiratoire des pores et implique une grande variete 
15 d'agencs pathogenes, comprenant aussi bien des virus que des 
bacceries et des mycoplasmes. 

Les principaux agents intervenanc dans les croubles 
respiratoires sont Actinobacillus pleuropneumoniae , le virus de 
1 ' inf ertilice ec du syndrome respiratoire (PRRS) encore appele 
2 0 virus de la maladie mysterieuse, le virus de la maladie 
d'Aujeszky (PRV) et le virus de la grippe porcine. 

D'autres virus entrainent des troubles de la reproduction 
se craduisanc par des avortemencs, des momif ications de foetus 
et de 1 ' inf ertilite . Les principaux virus sont. PRRS, le 
25 parvovirus et le virus de la peste porcine classique (HCV) . 

Secondairement , les virus PRV grippe porcine et A. 
pleuropneumoniae peuvent aussi entrainer de tels troubles. Des 
mortalites peuvent intervenir avec A. pleuropneumoniae, HCV ec 



PRV. 



En outre, les interactions entre les microorganismes sont 
tres importants dans le complexe respiratoire porcin. En effet, 
la plupart des pathogenes bacteriens sont des hotes habituels 
des zones nasopharyngees et des amygdales chez le jeune animal. 
Ces pathogenes, qui proviennent de la truie, sont souvent 
35 inhales par les jeunes pores durant leurs premieres heures de 
vie, avant que l'immunite colostrale soit devenue efficace. Les 
organismes residant dans le tractus respiratoire superieur 
peuvent envahir le tractus inferieur lorsque ies mecanismes de 
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defense respiracoires de l'hote sont mis a mal par un agent 
precurseur eel que Actinobacillus pleuropneumoniae ou par des 
virus. L' invasion pulmonaire peut etre tres rapide en 
parciculier dans le cas de pathogenes precurseurs eels que 
5 Accinobacillus pleuropneumoniae qui produisent des cycotoxines 
puissances capables d'endommager les cils des cellules 
epicheliales respiratoires et les macrophages alveolaires . 

Des infections virales importances, telles que influenza, 
infections a coronavirus respiratoires ec virus d'Aujeszky, 

10 peuvent jouer un role dans la pathogenie du complexe 
respiratoire, au cote de bacteries A tropisme respiratoire et 
de mycoplasmas . 

Enfin certains agents ont une incidence a la fois en 
respiratoire et en reproduction. Des interactions peuvent aussi 

15 se produire sur le plan de la pathologie de la reproduction. 

II parait done necessaire de tenter de metcre au point urie 
prevention efficace contre les principaux agents pathogenes 
intervenant dans les pathologies respiracoires ec de 
reproduccion des pores . 

20 Les associacions developpees jusqu'a present etaient 

realisees a partir de vaccins inactives ou de vaccins vivants 
et eventuel lement de melanges de tels vaccins . Leur mise en 
oeuvre pose des problemes de compatibility entre valences et de 
stabilice. II fauc en effec assurer a la fois la compacibilice 

25 entre les differences valences de vaccin, que ce soit au plan 
des differents antigenes utilises au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas ou 1 ' on combine a la fois 
des vaccins inaccives ec des vaccins vivants. II se pose 
egalement le probl£me de la conservation de tels vaccins 

30 combine et aussi de leur innocuite notamment en presence 
d' adjuvant . Ces vaccins sont en general assez couteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A- 
9 4 217 97 et WO-A-95 2 06 60 ont fait usage de la technique 
recemment developpee des vaccins polynucleot idiques . On sait 

35 que ces vaccins utilisent un plasmide apce a exprimer dans les 
cellules de l'hote l'antigene insere dans le plasmide. Toutes 
les voies d' administration ont ete proposees (intraperitoneal, 
intraveineuse, intramusculaire , transcutrtnee; intradermique , 
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mucosale. etc.). Differents moyens de vaccination peuvenc 
egalement etre utilises, eels que ADN depose a la surface de 
particules d'or et projete de facon a penetrer dans l a pea u de 
1* animal (Tang et al,. Nature 356. 152-154. 19 92 ) e t les 
5 injecteurs par jet liquide permettant de transfecter a la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furthetal., Analytical Biochemistry, 205, 365-368 
1992 ) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvenc utiliser aussi bien 
10 des ADN nus que des ADN formules par exemple au sein de 
liposomes de lipides cationiques. 

M-F Le Pocier et al . , (Second International Symposium on 
the Eradication of Aujeszky's Disease (pseudo rabies) Virus 
August 6th to 8th 1995 Copenhagen, Denmark) et M. Monteil et 
15 al. (Les Journees d' Animation Scientifique du Departement de 
Pathologie Animale, INRA-ENV, Ecole Nationale Veterinaire de 
LYON, 13-14 dec 1994) ont tente de vacciner les pores centre le 
virus de la maladie d'Aujeszky a l'aide d'un plasmide 
permettant 1' expression du gene gD sous le controle d'un 
promoteur fort, le promoteur majeur tardif de 1' adenovirus de 
type 2. Malgre une reponse en anticorps de bon niveau, aucune 
protection n'a pu etre mise en evidence. Or, des resultats 
satisfaisants en matiere de protection ont ete enregistres 
apres inoculation aux pores d'un adenovirus recombinant dans 
25 lequel a ete insere le gene gD et le meme promoteur, prouvant 
que la glycoproteine gD serait suffisante pour induire une 
protection chez le pore. 

L'art anterieur ne donne aucun resultat de protection chez 
le pore par la meChode de la vaccination polynucleocidique . 

L' invention se propose de fournir une formule de vaccin 
multivalent permettant d'assurer une vaccination des pores 
centre un certain nombre d'agents pathogenes intervenant 
nocamment dans la pathologie respiratoire et/ou dans la 
pathologie de la reproduction. 

• Un autre objectif de 1- invention est de fournir une telle 
formule de vaccin associant differences valences tout en 
presentant tous les criteres requis de compatibility et de 
stabilite des valences entre elles . 
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Un autre objeccif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
dans un meme vehicule. 

Un autre objectif de 1 ' invention est de fournir une telle 
5 formule de vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu 
couteuse. 

Un autre objectif encore de 1' invention est de fournir une 
telle formule de vaccin et une methode de vaccination des pores 
qui permette d'obtenir une protection, y compris une protection 

10 multivalente, avec un niveau eleve d'efficacite et de longue 
duree, ainsi qu'une bonne innocuite et une absence de residus. 

La presente invention a done pour objet une formule de 
vaccin notamment contre la pathologie respiratoire et/ou de 
reproduction des pores, comprenant au moins 3 valences de 

15 vaccin polynucleotidique comprenant chacune un plasmide 
integrant, de maniere a l'exprimer in vivo dans ies cellules 
hotes, un gene d'une valence de pathog&ne porcin, ces valences 
etant choisies parmi celles du groupe consistant en virus de 
la maladie d'Aujeszky (virus PRV ou pseudorage) f virus de la 

20 grippe porcine {virus influenza porcin, SIV) , virus de la 
maladie mysterieuse du pore (virus PRRS) , virus de la 
parvovirose (virus PPV) , virus de la peste porcine classique 
(virus HCV ou Hog Cholera virus) et bacterie responsable de 
1 ' actinobacillose (A. pleuropneumoniae) , les plasmides 

2 5 comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes 
choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le virus de 
la maladie d'Aujeszky, HA, NP, N pour le virus de la grippe 
porcine, 0RF5 (E) , ORF3 , ORF6 (M) pour le virus PRRS, VP2 pour 
le virus de la parvovirose, El, E2 pour le virus de la peste 

30 porcine classique et apxl , apxll et apxIII pour A. 
pleuropneumoniae . 

Par valence, dans la presente invention, on entend au 
moins un antigene assurant une protection contre le virus du 
pathogene considere, la valence pouvant contenir, h titre de 

35 sous -valence, un ou plusieurs g&nes naturels modifies d'une ou 
plusieurs souches du pathogene considere. 

Par gene d' agent pathogene, on entend non seulement le 
gene complet, mais aussi les sequences nucleotidiques 
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differences, y compris fragments, conservanc la capacite a 
induire une reponse procectrice. La notion de gene recouvre les 
sequences nucleo t idiques equivalences a celles decrites 
precisement dans les exemples, c'esc-a-dire les sequences 
differences mais codant pour la meme proteine. Elle recouvre 
aussi les sequences nucleo tidiques d'aucres souches du 
pathogene consider^ assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui one ete 
modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1 ' animal hote 
mais codant pour la meme proteine. 

De maniere preferee, la formule de vaccin selon 
1' invention comprendra les valences Aujeszky et grippe porcine 
auxquelles on pourra adjoindre d'autres valences, de preference 
15 choisies parmi les valences PRRS et A. pleuropneumonia^ 
(actinobacillose) . On pourra leur adjoindre eventuellemerrt 
d'autres valences choisies parmi les valences parvovirose et 
pes ce porcine classique. 

II va de sol que toutes les combinaisons de valences sont 
20 possibles. Toutefois, dans le cadre de 1' invention, on 
considere les valences Aujeszky et grippe porcine, puis PRRS et 
A . pleuropneumoniae comme pref £rees . 

Dans l'optique d'une vaccination dirigee plus 
specif iquement contre la pathologie respiratoire des pores, on 
25 preferera selectionner les valences parmi Aujeszky, grippe 
porcine, PRRS et actinobacillose. 

Dans l'optique d'un vaccination dirigee spec i f iquement 
contre la pathologie de la reproduction, on preferera choisir 
les valences parmi PRRS, parvovirose, peste porcine classique 
30 et Aujeszky. 

En ce qui concerne, la valence Aujeszky, on peut mettre en 
oeuvre 1 ' un ou 1' autre des g^nes gB et gD. Pref erentiellement , 
on utilise les deux g&nes , ceux-ci etant dans ce cas montes 
dans des plasmides differents ou dans un seul et meme plasmide. 
35 En ce q^i concerne la valence grippe porcine, on prefere 

mettre en oeuvre les genes HA et NP. On peut utiliser 1 ' un ou 
1' autre de ces deux genes ou les deux genes simul tanement , 
montes dans des plasmides differents ou. dans un .seul et meme 
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plas^ide . De preference on 

P rence, on associera dans le meme vacc^n i-* 
sequences HA H <=> nine ^ < uc ~ n --s 

q c s nA de plus d une souche de virus influ-^a en 
par-.icuUer des differences S ourh« - - a ^-a, en 

s SOL >ches renconcrees sur le r errfl ; n 
En revanche. N? assure une n^r . ■ -^e.errain. 
c ^ Procection croisee ec 1 • on oou~r* 

5 done se concenter de la sequent h.,.„ , Pou„ra 

qUence d une 3eu le souche du virus 
a ce qui concerne la valence prrs, on prefere utilise^ 
les genes E et ORF3 ou encore M . On peut utiliser ces ZTs 
seuls ou en combxnaison ; dans le cas d-une co^inaison 

10 T T"' g ' neS ^ PlaSm±deS S ^ares ou dans dL 

10 plashes con^inant 2 ou 3 de ces genes. On pour" 
avancageusemenc associer dans ie meme vaccin des genls 
provenanc d'au moins deux souches. no^en t d'une ,ouc£ 
europeenne ec d'une souche americaine. 

En ce qui concerne la valence pesce porcine classique op 
Peuc ucxlxser 1'un ou l^aucre des genes E1 e t E2 ou 
des genes El ec E2 cosines, dans deux plasmides different 2 
evencuellemenc dans un seul ec meme plasmide 

En ce qui concerne la valence accinobacillose , on peuc 
UtllSer 1<Un deS cices plus hauc ou Z 

combxnaxson de 2 ou 3 de ces genes, montes dans des plasmides 

differencs ou des plasmides rnixtes afin *. 

mxjttes, arm d' assurer une 

procecexon centre les differencs serocypes de a 

Pleuropneumoniae. Pour les ancigenes apxl , n ec III. on peuc 

Prevoxr de modifier les sequences codances pour obcenir les 

ancigenes detoxifies, en parciculier comme dans les exemples 

La formule de vaccin selon 1' invention pourra se presenter 

sous un volume de dose compris de maniere generale encre 0 1 ec 

10 ml. ec en parciculier enCre 1 <*r ^ m i 

iLre -l ec 5 ml nocammenc pour l= s 
vaccinations par voie incramusculaire . 

La dose sera generallement comprise encre 10 ng ec 1 mg 
de preference encre 100 ng ec 500 u g ec pref erenciellemenc 
encre 1 ng et 250 ug par cype de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus simplemenc 
Places dans le vehicule de vaccination qui sera en general de 
1 eau physiologxque (Nacl 0.9 %). de 1'eau ulcrapure. du campon 
' StC - ° n P6Ut bien e ^endu uciliser toutes les formes de 
vaccin polynucleotidiques decrices dans 1 ' arc anterieur 

Chaque plasmide comprend un promoceur apte a assurer 
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1' expression du gene insere q^mc * , 

* i« iiisere sous sa dependance dans les 

cellules hotes. II s < agira en general d'un promote eucaryote 
fore et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-ie. d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat. cochon 
cobaye. 

De maniere plus generale, le promoteur pourra etre soit 
d'orxgine virale, soit d'origine cellulaire. Comme promoteur 
viral, on peut citer le promoteur' precoce ou tardif du vi^us 
SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de Rous. II peut 
aussi s'agir d'un promoteur du virus dont provient le gene, par 
exemple le promoteur propre au gene. 

Comme promoteur cellulaire. on peut citer le promoteur 
d'un gene du cytosquelette , par exemple le promoteur de la 
desmine (Bolmont et al . . Journal of Submicroscopic Cytology and 
Pathology, 1990, 22. 117-122 ; et ZHENLIN et al . , Gene, 198*, 
78, 243-254), ou encore le promoteur de l'actine. 

Lorsque plusieurs genes sont presents dans le meme 
Plasmide, ceux-ci peuvent etre presences dans la meme unite de 
transcription ou dans deux unites differentes. 

La combinaison des differentes valences du vaccin selon 
1' invention peut etre effectuee, de preference, par le melange 
de plasmides polynucleotidiques exprimant le ou les antigene(s) 
de chaque valence, mais on peut egalement prevoir de faire 
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un meme 
plasmide . 

L' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de 1 • un des virus choisis parmi le groupe 

30 consistanc en PRV, PRRS. PPV, HCV et A. pleuropneumonias, les 
genes etant ceux decrits plus haut. En dehors de leur caractere 
monovalent, ces formules peuvent reprendre les caracteristiques 
enoncees plus haut en ce qui concerne le choix des genes, leurs 
combinaisons. la composition des plasmides, les volumes de 

35 dose, les doses, etc. 

Les formules de vaccin monovalent peuvent etre utilisees 
<i) pour la preparation d'une formule de vaccin polyvalent tel 
que decrit plus haut, (ii) k ciCre ifldividu£l CQntre lft 
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pathologie propre, (iii) associees a un vaccin d'un autre type 
{entier vivanc ou inactive, recombinanc, sous-unite) contre une 
autre pathologie, ou <iv) comme rappel d'un vaccin comme decrit 
ci-apres . 

La presence invention a en effet encore pour objet 
1 'utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1' invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine a vacciner les pores 
primo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique du type 
de ceux de la technique anterieure. a savoir notamment choisi 
dans le groupe consistant en vaccin encier vivant, vaccin 
entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce 
premier vaccin (monovalent ou multivalent:) presentant (e'est-a- 
dire contenant ou pouvant exprimer) le ou les antigene(s) 
code(s) par le ou les plasmides ou antigene(s) assurant une 
15 protection croisee. De maniere reraarquable, le vaccin 
polynucleotidique a un effet de rappel puissant se traduisan-t 
par une amplification de la reponse immunitaire et 
1 ' installation d'une immunite de longue duree . 

De maniere generale, les vaccins de primo-vaccination 
20 pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupres des differents producteurs de vaccins veterinaires . 

L' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
regroupant un vaccin de primo-vaccination tel que decrit ci- 
dessus et une formule de vaccin selon 1 ' invention pour le 
25 rappel. Elle a aussi trait a une formule de vaccin selon 
1' invention accompagnee d'une notice indiquant 1 ' usage de cette 
formule comme rappel d'une primo-vaccination telle que decrite 
ci-avant. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des pores contre la pathologie respiratoire 
et/ou la pathologie de la reproduction des pores, comprenant 
1 'administration d'une dose efficace d'une formule de vaccin 
telle que decrit plus haut. Cette methode de vaccination 
comprend 1 ' administration d'une ou de plusieurs doses de la 
3 5 formule de vaccin, ces doses pouvant etre administrees 
success ivement dans un court laps de temps et/ou success ivement 
a des moments eloignes 1 ' un de 1 ' autre . 

Les formules de vaccin selon 1 ' invention, pourront etre 
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administrees dans le cadre de cette methode de vaccination, par 
les differences voies d ' adminis tra tion proposees dans i f art 
anteneur pour la vaccination polynucleot idique et au moyen des 
techniques d • adminis trat ion connues. On pourra notamment 
utiliser la vaccination par voie in t radermique a l'aide d'un 
injecteur par jet liquide, de preference par jets multiples, et 
en particulier un injecteur utilisant une tete d* injection 
mume de plusieurs trous ou buses, notamment comprenant de 5 a 
6 trous ou buses, tel que I'appareil Pigjet fabnque et 
distribue par la societe Endoscop t ic, Laons, France. 

Le volume de dose pour un tel appareii sera reduit de 
preference entre 0,1 et 0,9 ml, en particulier entre 0,2 et 0,6 
ml et avantageusement entre 0,4 et 0,5 ml, le volume pouvant 
etre applique en une ou plusieurs, de preference 2, 
15 applications. 

L' invention a encore pour objet la methode de vaccination 
consistant a faire une pr imo-vaccinat ion telle que decrite ci- 
dessus et un rappel avec une formula de vaccin selon 
1' invention. Dans une forme de mise en oeuvre preferee du 
precede selon 1* invention, on administre dans un premier temps, 
a 1' animal, une dose efficace du vaccin de type classique, 
notamment inactive, vivant, attenue ou recombinant, ou encore 
un vaccin de sous-unite de faqron a assurer une pnrr.c- 
vaccination, et, apres un deiai de preference de 2 a 6 
semaines, on assure 1 ' administration du vaccin polyvalent ou 
monovalent selon 1' invention. 

L' invention concerne aussi la methode de preparation ass 
formules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 
leurs melanges, telle qu'elie ressort de cecte description. 

L ' invention va etre mamtenant decrite plus en details a 
L'aide de modes de realisation de I 1 invention oris en reference 
aux dessms annexes . 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le systeme celiulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
effet cytopathique. Les systemes cellulaires a utiliser pour chaque virus sont 
5 bien connus de I'homme du metier. Brievement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cuitivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu approprie, sont inocuiees avec la souche virale etudiee en utilisant 
une multiplicity d'infection de 1. Les cellules infectees sont alors incubees a 
37°C pendant le temps necessaire a ('apparition d'un effet cytopathique 
10 complet (en moyenne 36 heures). 



Exemple 2 : Culture des bacteries et extraction de I'ADN bacterien 
Les souches d' Actinobacillus pleuropneumonias ont ete cuitivees comme decrit 
par A. Rycroft et aL (J. Gen. Microbiol- 1991 . 137. 561-568). L'ADN de haut 
15 poids molecuiaire (ADN chromosomique) a et6 prepare selon les techniques 
standards decrites par J. Sambrook et aL (Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New 
York. 1989). 

20 Exemple 3 i Extraction des ADNs genomiques viraux; 

Apres culture, le surnageantet les cellules lysees sont recoltees et la totalite de 
la suspension virale est centrifugee £ 1000 g pendant 10 minutes a 4- 4°C 
pour elimtner les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoltees par 
ultracentrifugation A 400000 g pendant 1 heure £ + 4°C. Le culot est repris 

25 dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8,0). Cette 
suspension virale concentree est traitee par la proteinase K ( 1 00 pgfm\ final) en 
presence de sodium dodecyt sulfate <SDS> (0,5% final) pendant 2 heures a 
37°C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis precipite avec 2 volumes d'ethanol absolu. Apres une nuit a - 20°C / I'ADN 

30 est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'ADN est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile, tl peut alors 
etre digere par des enzymes de restriction. 
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Exernple 4 : Isolement des ARNs genomiques vtraux 

Les virus a ARN ont §t6 purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en 
5 utilisant la technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159). 



Exernple 5 : Techniques de biologie moleculaire 

10 Toutes les constructions de plasmides ont ete reaiisees en utiiisant les 
techniques standards de biologie moleculaire decrites par J. Sambrook et al. 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention ont ete isoles en utilisant le kit 

15 "Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 



Exernple 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonucleotides specifiques (comportant h leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthetises 

20 de telle facon qu'ils couvrent entidrement les regions codantes des genes 
devant 3tre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et ('amplification en chalne par polymerase (PCR) ont ete 
effectu^es selon les techniques standards (J. Sambrook et aL (Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 

25 Spring Harbor. New York. 1989). Chaque reaction de RT-PCR a ete faite avec 
un couple d'amplimers specifiques et en prenant comme matrice TARN 
genomique viral extrait. L'ADN complementaire amplifie a ete extrait au 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) avant d'etre digere par les 
enzymes de restriction. 

30 

Exempie 7 : plasmide pVR10l2 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a ete obtenu aupres de Vical Inc. San 
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Diego, CA, USA. Sa construction a ete decrite dans J. Hartikka et aL (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 



Exemple 8 : Construction du plasmide pAB090 (gene PRV gB) 
5 Le plasmide pPR2.15 (M. Riviere et aL J. Virol. 1992, 66. 3424-3434) a ete 
digere avec Apa\ et Nae\ pour liberer un fragment Apal-Nael de 2665 pb 
(fragment A) contenant le gene codant pour la glycoproteine gB du virus de la 
maladie d'Aujeszky (Souche NIA3) (Figure N° 2 et SEQ ID N° 1). 
Par hybridation des 2 oligonucleotides suivants: 
10 AB166 (33 mer) (SEQ ID N° 2) 

5'GATGCCCGCTGGTGGCGGTCTTTGGCGCGGGCC 3' 
AB167 (33 mer) (SEQ ID N° 3) 

5'ACGTCTACGGGCGACCACCGCCAGAAACCGCGC 3' 

un fragment de 33 pb contenant la sequence du gene gD, du codon initial ATG 
1 5 jusqu'au site Apal a ete reconstitu£, avec creation d'un site Pstl en 5' (fragment 
B). 

Par hybridation des 2 oligonucleotides suivants: 
AB168 {45 mer) (SEQ ID N° 4) 

5'GGCACTACCAGCGCCTCGAGAGCGAGGACCCCGACGCCCTGTAGG 3' 
20 AB169 (49 mer) {SEQ ID N° 5) 

5'GATCCCTACAGGGCGTCGGGGTCCTCGCTCTCGAGGCGCTGGTAGTGCC 3' 
un fragment de 45 pb contenant la sequence du g6ne gD, du site Nael au 
codon stop TAG a ete reconstitue, avec creation d'un site BamHI en 3' 
(fragment C). 

25 Les fragments A, B et C ont 6x6 ligatures ensemble dans le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealablement digere par Pstl et BamHl, pour donner le plasmide 
PAB090 (7603 pb) (Figure N° 3). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB098 (gene PRV gD) 
30 Le plasmide pPR29 (M. Riviere et aL J. Virol. 1992. 66. 3424-3434) a ete 
digere par Sal\ et BgtW pour liberer un fragment Sall-Bglll de 71 1 pb (fragment 
A) contenant la partie 3' du gene codant pour fa glycoproteine gD du virus de 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 

^VSDOCID: <WO 9603656A1J_> 



WO 98/03658 



PCT/FR97/01313 



16 

la maladie d'Aujeszky (Souche NIA3) (Figure N° 4 et SEQ ID N° 6). 
Le plasmide pPR29 a ete digere par £co47lll et Sa/\ pour liberer un fragment 
Eco47lll-Sall de 498 pb contenant la partie 5' du gene codant pour la 
glycoproteine gD du virus de la maladie d'Aujeszky (Souche NIA3) {fragment 
5 B). 

Par hybridation des 2 oligonucleotides suivants: 
PB101 (15 mer) (SEQ ID N° 7) 
5'GATGCTGCTCGCAGC 3' 
PB102 (19 mer) (SEQ ID N° 8) 
10 5'GCTGCGAGCAGCATCTGCA 3' 

un fragment de 1 5 pb contenant la sequence 5' du gene gD, du codon initial 
ATG jusqu'au site Eco47lll a ete reconstitue, avec creation d'un site Pstl en 5' 
(fragment C). 

Apres purification, les fragments A, B et C ont ete ligatures ensemble dans le 
15 vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement digere" par Pstl et Bgl\\, pour 
donner le plasmide pPB098 (6076 pb) (Figure N° 5). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pPB143 (gene Grippe porcine HA 
souche HIND 

20 Une reaction de RT-PCR seion la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec I'ARN genomique du virus de la grippe porcine (souche S1V H 1 N 1 
"SW"). prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB107 (32 mer) (SEQ ID N° 9) 

25 5'GTTCTGCAGCACCCGGGAGCAAAAGCAGGGGA 3' 
PB108 (33 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'ATTGCGGCCGCTAGTAGAAACAAGGGTGTTTTT 3' 

en vue d'isoler pnScisSment le gene codant pour la proteine HA du SIV H1N1 
(Figure N° 6 et SEQ ION 0 11) sous la forme d'un fragment PCR de 1 803 pb. 
30 Apres purification, ce fragment a ete ligature avec le vecteur PCRII-direct 
(Invitrogen Reference K2000-01), pour donner le vecteur pPB137 (5755 pb). 
Le vecteur pPB137 a ete digere par FcoRV et NotT pour liberer un fragment 
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EcoRV-Notl de 1820 pb contenant le qene HA f P f ra „ 

yene ma. L.e fragment a ensuite ete 

ligature dans le vecteurpVRI 012 (exemnip 7i ui 

icxempie 7), prealablement digere par £coRV 

et Nox\, pour donner le plasmide P P8143 (6726 pb) (Figure N° 7). 

5 Exemple 11 : Construction du plasmide pPB142 (gene Grippe porcine NP 
souche H1N1) 

Une reaction de RT-PCR se.on ia technique decrite dans .'exemple 6 a ete 
rea.,see avec I'ARN genomique du virus de la grippe porcine (souche SIV H 1 N 1 
"SW>, prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les 
10 oligonucleotides suivants: 

PB097 (36 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'CCGGTCGACCGGGATAATCACTCACTGAGTGACATC 3' 
PB098 (33 mer) (SEQ ID N° 13) 

5'TTGCGGCCGCTGTAGAAACAAGGGTATTTTTCT 3* 
15 en vue d'isoler precisement le gene codant pour la proteine NP du SIV H1N1 
(Figure N° 8 et SEQ ID N° 14) sous la forme d'un fragment Sail-Notl. Apres 
purification le produit de RT-PCR de 1 566 pb a ete ligature avec le vecteur 
PCRII-direct (Invitrogen Reference K2000-01). pour donner le vecteur P PB127 
(5519 pb). 

20 Le vecteur pPB127 a ete digere par Sa/I et A/orl pour liberer un fragment Sail- 
Notl de 1 560 pb contenant le gene NP. Ce fragment a ensuite ete ligature dans 
le vecteur pVR1012 (exemple 7), prea.ab.ement digere par S*A et Notl, pour 
donner le plasmide pPB142 (6451 pb) (Figure N° 9). 

25 Exemple 12 : Construction du plasmide P PB144 (gene Grippe porcine HA 
souche H3N2) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec I'ARN genomique du virus de la grippe porcine (souche SIV H3N2 
Cotes du Nord 1987), prepare selon la technique decrite dans .'exemple 4. et 
30 avec les oligonucleotides suivants: 
PB095 (31 mer) (SEQ ID N° 15) 

5'GTTCTGCAGGCAGGGGATAATTCTATCAACC 3' 
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FB096 (36 mer) (SEQ ID N° 16) 

5'TTGCGGCCGCAAGGGTGTTTTTAATTACTAATATAC 3' 
en vue d'isoter precisement le g6ne codant pour la proteine HA du SIV H3N2 
(Figure N° 10 et SEQ ID N° 1 7) sous la forme d'un fragment Pstl-Nott. Apres 
5 purification, le produit de RT-PCR de 1765 pb a ete ligature avec le vecteur 
PCRll-direct (Invitrogen Reference K2000-01) pour donner le vecteur pPB120 
(5716 pb). 

Le vecteur pPB120 a ete diger6 par Notl pour liberer un fragment Nott-Notl de 
1797 pb contehant le gene HA, Ce fragment a ensuite ete ligature dans le 
10 vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement diger6 par Not\, pour donner le 
plasmide pPB144 (6712 pb) contenant le g6ne HA H3N2 dans I'orientation 
correcte par rapport au promoteur (Figure N° 11), 

Exemple 13 : Construction du plasmide pPB132 (gene Grippe porcine NP 
15 souche H3N2) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique d6crite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec TARN genomique du virus de la grippe porcine (souche SIV H3N2 
Cotes du Nord 1987), prepare selon la technique d6crite dans I'exemple 4, et 
avec les oligonucleotides suivants: 
20 PB097 (36 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'CCGGTCGACCGGGATAATCACTCACTGAGTGACATC 3' 

PB098 (33 mer) (SEQ ID N° 1 3) 

5'TTGCGGCCGCTGTAGAAACAAGGGTATTTTTCT 3' 

en vue d'isoler precisement le gdne codant pour la proteine NP du SIV H3N2 
25 (Figure N° 1 2 et SEQ ID N° 1 8) sous la forme d'un fragment Sall-NotL Apres 
purification le produit de RT-PCR de 1564 pb a ete ligature avec le vecteur 
PCRll-direct (Invitrogen Reference K2000-01) pour donner le vecteur pPBI 23 
(5485 pb). 

Le vecteur pPB123 a et6 digere par Sal\ et Not\ pour liberer un fragment Sall- 
30 Notl de 1 558 pb contenant le gene NP. Ce fragment a ensuite ete ligature dans 
le vecteur pVR1012 (exemple 1), prealablement digere par Sa/I et Not\ t pour 
donner le plasmide pPB132 (6449 pb) (Figure N° 13)". . 
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Exemple 14 : Construction du plasmide pAB025 (gene PRRSV ORF5) souche 
Lelystad. 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec I'ARN genomique du virus PRRSV (Souche Lelystad) (J 
5 Meulenberg et al. Virology. 1993. 19. 62-72), prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB055 (34 mer) (SEQ ID N° 19) 

5'ACGCGTCGACAATATGAGATGTTCTCACAAATTG 3' 
AB056 (33 mer) (SEQ ID N° 20) 

10 5'CGCGGATCCCGTCTAGGCCTCCCATTGCTCAGC 3* 

en vue d'isoler precisement le gene "ORF5" codant pour la glycoproteine 
d'enveloppe E (gp25) du virus PRRS souche Lelystad. Apres purification, le 
produit de RT-PCR de 630 pb a ete digere par Sa/I et BamH\ pour isoler un 
fragment Sall-BamHI de 617 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur 

15 pVR1012 (exemple 7), prealablement digere avec Sa/I et BamH\, pour donner 
le plasmide pAB025 (5486 pb) (Figure N° 14). 

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB001 PRRSV ORF5 souche USA 
Une reaction de RT-PCR selon la techique decrite dans I'exemple 6 a ete 
20 realisee avec I'ARN genomique du virus PRRSV (Souche ATCC-VR2332) (M. 
Murtaugh era/. Arch Virol. 1995. 140. 1451-1460), prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB001 (30 mer) (SEQ ID N° 21) 

5'AACTGCAGATGTTGGAGAAATGCTTGACCG 3' 
25 AB002 (30 mer) (SEQ ID N° 22) 

5'CGGGATCCCTAAGGACGACCCCATTGTTCC 3' 

en vue d'isoler precisement le gene codant pour la glycoproteine d'enveloppe 
E Cgp25") du virus PRRS souche ATCC-VR2332. Apres purification, le produit 
de RT-PCR de 620 pb a ete digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment 
30 Psti-BamHI de 606 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealablement digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide 
PAB001 (5463 pb) (Figure N° 15). 
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Exempie 16 : Construction du piasmide pAB091 (gene PPRSV ORF3) souche 
Lelystad. 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realis^e avec TARN genomique du virus PRRSV (Souche Lelystad) (J. 
5 Meulenberg et aL Virology. 1993. 19. 62-72), prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB170 (32 mer) (SEQ ID N° 23) 

5'AAACTGCAGCAATGGCTCATCAGTGTGCACGC 3' 
AB171 (30 mer) (SEQ ID N° 24) 

1 0 5'CGCGGATCCTTATCGTG ATGTACTGGGGAG 3' 

en vue d'isoler precisement le gfene "ORF3 H codant pour la glycoproteine 
d'enveloppe 0 gp45" du virus PRRS souche Leiystad. Apres purification, le 
produit de RT-PCR de 818 pb a ete digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un 
fragment Pstl-BamHI de 802 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur 

15 pVR1012 (exempie 7) r prealablement digere avec Pst\ et BamH\, pour donner 
le piasmide pAB091 (5660 pb) (Figure N° 16). 

Exempie 17 : Construction du piasmide pAB092 (g6ne PPRSV ORF3 souche 
USA. 

20 Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realis6e avec i'ARN genomique du virus PRRSV (Souche ATCC-VR2332) (M. 
Murtaughef a/. Arch Virol. 1995. 140. 1451-1460), prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple 4 f et avec les oligonucleotides suivants: 
AB172 (32 mer) (SEQ ID N° 25) 

25 5'AAACTGCAGCAATGGTTAATAGCTGTACATTC 3' 
AB173 (32 mer) (SEQ ID N° 26) 

5'CGCGGATCCCTATCGCCGTACGGCACTGAGGG 3' 

en vue d'isoler precisement le gene "ORF3" codant pour la glycoproteine 
d'enveoppe M gp45" du virus PRRS souche ATCC-VR2332. Apres purification, 
30 le produit de RT-PCR de 785 pb a ete digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un 
fragment Pstl-BamHI de 769 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur 
pVR1012 (exempie 7), prealablement digere avec Pst\ ef BamH\, pour donner 
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le plasmide pAB092 (5627 pb) (Figure N° 17). 

Exemple 18 : Construction du plasmide pAB004 (gene Parvovirus porcin VP2). 
Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
5 avec I'ARN genomique du parvovirus porcin (Souche NADL2) (J. 
Vasudevacharya et at. Virology. 1990. 178. 611-616), prepare selon la 
technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB007 (33 mer) (SEQ ID N° 27) 

5'AAAACTGCAGAATGAGTGAAAATGTGGAACAAC 3' 
10 AB010 (33 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'CGCGGATCCCTAGTATAATTTTCTTGGTATAAG 3' 

pour amplifier un fragment de 1757 pb contenant le gene codant pour la 
proteine VP2 du parvovirus porcin. Apres purification le produit de RT-PCR a ete 
digere par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1740 pb. 
1 5 Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRI 0 1 2 (exemple 7), prealablement 
digere avec Pst\ et BamH\. pour donner le plasmide pAB004 (6601 pb) (Figure 
N° 18). 



Exemple 19 : Construction du plasmide pAB069 (gene Peste porcine HCV E1). 
20 Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec I'ARN genomique du virus de la peste porcine (Hog Cholera Virus) (HCV) 
(Souche Alfort) (G. Meyers et at.. Virology. 1989. 171. 18-27), prepare selon 
la technique d6crite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB126 (36 mer) (SEQ ID N° 29) 

25 5'ACGCGTCGACATGAAACTAGAAAAAGCCCTGTTGGC 3' 
AB1 27 (34 mer) (SEQ ID N° 30) 

5'CGCGGATCCTCATAGCCGCCCTTGTGCCCCGGTC 3' 

pour isoler la sequence codant pour la proteine E1 du virus HCV sous la forme 
d'un fragment RT-PCR de 1 363 pb. Apres purification, ce fragment a ete digere 
30 par Sal\ et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1349 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 7), prealablement 
digere avec Saf\ et BamH\, pour donner le plasmide pA80'69 (6218 pb) (Figure 
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N° 19). 

Exemple 20 : Construction du plasmide pAB061 (gene Peste porcine HCV E2>. 
Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
5 avec I'ARN g^nomique du virus de la peste porcine (Hog Cholera Virus) (HCV) 
(Souche Alfort) (G. Meyers er al. , Virology. 1989. 171. 18-27), prepare selon 
la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB1 18 (36 mer) (SEQ ID N° 31) 

5'ACGCGTCGACATGTCAACTACTGCGTTTCTCATTTG 3' 
10 AB1 19 {33 mer) (SEQ ID N° 32) 

5'CGCGGATCCTCACTGTAGACCAGCAGCGAGCTG 3' 

pour isoler la sequence codant pour la proteine E2 du virus HCV sous la forme 
d'un fragment RT-PCR de 1 246 pb. Apres purification, ce fragment a ete" digere 
par Sal\ et BamHl pour donner un fragment Sall-BamHI de 1232 pb. Ce 
15 fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealabiement 
digere avec Sail et BamHl, pour donner le plasmide pAB061 (61 01 pb) (Figure 
N° 20). 

Exemple 21 : Construction du plasmide pPB162 (gene ActinobaciUus 
20 pleuropneumoniae apxi d£let6). 

Le gene apxl d' ActinobaciUus pleuropneumoniae a ete clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans la fixation de I'ion 
calcium) comprise entre les acides amines 719 et 846. 

Une reaction de PCR a <§te" realisee avec I'ADN gdnomique d' ActinobaciUus 
25 pleuropneumoniae (Serotype 1) (J. Frey eta/.. Infect. Immun. 1 991 . 59. 3026- 
3032). prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 et 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB174 (32 mer) (SEQ ID N° 33) 

5'TTGTCGACGTAAATAGCTAAGGAGACAACATG 3' 
30 PB189 (29 mer) (SEQ ID N° 34) 

5'TTGAATTCTTCTTCAACAGAATGTAATTC 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxl codant pour la- proteine hemolysine I d' 
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Actinobacillus pleuropneumoniae. sous (a forme d'un fragment Satl-EcoRJ. 
Apres purification, le produit de PCR de 2193 pb a ete digere par Sa/I et £coR\ 
pour isoler un fragment Sall-EcoRI de 2183 pb (fragment A). 
Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN g^nomique d' Actinobacillus 
5 pleuropneumoniae (Serotype 1 ) (J. Frey etaL, Infect. Immun. 1 991 . 59. 3026- 
3032) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB190 (31 mer) (SEQ ID N° 35) 

5'TTGAATTCTATCGCTACAGTAAGGAGTACGG 3' 
PB175 (31 mer) (SEQ ID N° 36) 

10 5'TTGGATCCGCTATTTATCATCTAAAAATAAC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxl codant pour la proteine hemolysine I d' 
Actinobacillus pleuropneumoniae, sous la forme d'un fragment EcoRI-BamHI. 
Apres purification, le produit de PCR de 576 pb a 6t& digere par EcoRl et BamHl 
pour isoler un fragment EcoRI-BamHI de 566 pb (fragment B). Les fragments 

15 A et B ont <§te ligatures ensemble avec le vecteur pVR!012 (exemple 7). 
prealablement digere avec Sa/I et BamH\, pour donner le plasmide pPB162 
(7619 pb) (Figure N° 21). 

Exemple 22 : Construction du plasmide pPB163 (gene Actinobacillus 
20 pleuropneumoniae apxll d6I6te). 

Le gene apxll 6' Actinobacillus pleuropneumoniae a et6 clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans ia fixation de I'ion 
calcium) comprise entre les acides amines 716 et 813. 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
25 pleuropneumoniae (Serotype 9) (M. Smits era/., Infection and Immunity. 1 991 . 
59. 4497-4504), prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 et 3, 
et avec les oligonucleotides suivants: 
PB176 (31 mer) (SEQ ID N° 37) 

5'TTGTCGACGATCAATTATATAAAGGAGACTC 3' 
30 PB191 (30 mer) (SEQ ID N° 38) 

5'TTGAATTCCTCTTCAACTGATTTGAGTGAG 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxll codant pour Ta-prot'eine hemolysine II 
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d' Actinobacillus pleuropneumonias, sous la forme d'un fragment Sall-EcoRl. 

Apres purification, le produit de PCR de 2190 pb a ete digere par Sail et EcoRl 

pour isoler un fragment Sall-EcoR! de 2180 pb (fragment A). 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
5 pleuropneumoniae (Serotype 9) (M. Smits etaL, Infection and Immunity. 1991. 

59. 4497-4504) et avec les oligonucleotides suivants: 

PB192 (29 mer) (SEQ ID N° 39) 

5TTGAATTCGTAAATCTTAAAGACCTCACC 3' 

PB177 (30 mer) (SEQ ID N° 40) 
10 5'TTGGATCCACCATAGGATTGCTATGATTTG 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxll codant pour la proteine hemolysine II 

d' Actinobacillus pleuropneumoniae, sous la forme d'un fragment EcoRI-BamHL 

Apres purification, le produit de PCR de 473 pb a ete dig6r6 par EcoRl et BamHl 

pour isoler un fragment EcoRI-BamHI de 463 pb (fragment B>. 
15 Les fragments A et B ont et6 ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 

(exemple 7), prealablement digere avec Sail et BamHl, pour donner le plasmide 

pPB163 (7513 pb) (Figure N° 22). 

Exemple 23 : Construction des plasmides pPB174\ pPB189 et pPB190 (gdne 
20 Actinobacillus pleuropneumoniae apxHI d6Iet6). 

Premier exemple de d6l6tion dans AxIII (plasmide pPB174') : 

Le g6ne apxlll & Actinobacillus pleuropneumoniae a et6 clone de facon a deleter 

la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans la fixation de I'ion 

25 calcium) comprise entre les acides amines 733 et 860. 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits 1992. N° d'acc6s sequence Genbank 
= X68815), prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 et 3, et 
avec les oligonucleotides suivants: 

30 PB278 (30 mer) (SEQ ID N° 41) 

5'TTTGTCGACATGAGTACTTGGTCAAGCATG 3 # 
PB279 (29 mer) (SEQ ID N° 42) 
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5'TTTATCGATTCTTCTACTGAATGTAATTC 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxlll (codant pour la proteine hemolysine III 
d' Actinobacilius pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Sall-Clal. 
Apres purification, le produit de PCR de 2216 pb a ete digere par Sal\ et C/al 
5 pour isoler un fragment Sall-Clal de 2205 pb (fragment A). 

Une reaction de PCR a <§te realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacilius 
pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB280 (33 mer) (SEQ ID N° 43) 

10 5'TTTATCGATTTATGTTTATCGTTCCACTTCAGG 3' 
P3307 (32 mer) (SEQ ID N° 44) 

5'TTGGATCCTTAAGCTGCTCTAGCTAGGTTACC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxlll (codant pour la proteine hemolysine III 
d' Actinobacilius pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Clal-BamHI. 
1 5 Apres purification, le produit de PCR de 596 pb a ete" digere par C/al et BamH\ 
pour isoler un fragment Clal-BamHI de 583 pb (fragment B). 
Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealablement digere avec Sail et BamH\, pour donner le plasmide 
pPB174' (7658 pb) (Figure N° 23). 

20 

Deuxieme exemple de delation dans Apxlll (plasmide pPB189) : 
Le gene apxlll d' Actinobacilius pleuropneumoniae a ete clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans la fixation de I'ion 
calcium) comprise entre les acides amines 705 et 886. 
25 Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacilius 
pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815), prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 
et 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
PB278 (30 mer) (SEQ ID N° 41) 

30 5'TTTGTCGACATGAGTACTTGGTCAAGCATG 3' 
PB303 (32 mer) (SEQ ID N° 45) 

5'TTTATCGATTTCTTCACGTTTACCAACAGCAG 3* 
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pour amplifier la partie 5' du gene apxlll (codant pour la proteine hemolysine II! 
d' Actinobacillus pteuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Sall-Clal. 
Apres purification, le produit de PCR de 2133 pb a ete digere par Sal\ et C/al 
pour isoler un fragment Sal!-Clal de 2122 pb (fragment A). 
5 Une reaction de PCR a et6 realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
pleuropneumoniae (Serotype 8) (M, Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB306 (31 mer) (SEQ ID N° 46) 

5'TTTATCGATTCTGATTTTTCCTTCGATCGTC 3' 
10 PB307 (32 mer) (SEQ ID N° 44) 

5'TTGGATCCTTAAGCTGCTCTAGCTAGGTTACC 3' 

pour amplifier la partie 3' du g6ne apxlll (codant pour ia proteine hemolysine IN 
d' Actinobacillus pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Clal-BamHI. 
Apr6s purification, le produit de PCR de 518 pb a eti digere par C/al et BamH\ 
1 5 pour isoler un fragment Clal-BamHI de 506 pb (fragment B). 

Les fragments A et B ont et6 ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), pr^alablement dig6re avec Sail et BamH\ t pour donner le plasmide 
pPB189 (7496 pb) (Figure N° 24). 

20 Troisieme exemple de deletion dans Apxlll (plasmide pPB190) : 

Le g6ne apxlll 6' Actinobacillus pleuropneumoniae a 6te clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliqu^e dans la fixation de i'ion 
calcium) comprise entre les acides amines 718 et 876. 

Une reaction de PCR a et6 r6alisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
25 pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 

Genbank = X6881 5), prepare selon la tecnique decrite dans les exemples 2 et 

3, et avec les oligonucleotides suivants: 

PB278 (30 mer) (SEQ ID N° 41) 

5'TTTGTCGACATGAGTACTTGGTCAAGCATG 3' 
30 PB304 (33 mer) (SEQ ID N° 47) 

5'TTTATCGATACCTGATTGCGTTAATTCATAATC 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxlll (codant pouf laproteine-hemoiysine ill 
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d' Actinobacillus pleuropneumonias) sous la forme d'un fragment Sall-Clal. 
Apres purification, le produit de PCR de 2172 pb a ete digere par Sal\ et C/al 
pour isoler un fragment Sall-Clal de 2161 pb (fragment A). 
Une reaction de PGR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
5 pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB305 (31 mer) (SEQ ID N° 48) 

5'TTTATCGATAAATCTAGTGATTTAGATAAAC 3' 
PB307 (32 mer) (SEQ ID N° 44) 

10 5'TTGGATCCTTAAGCTGCTCTAGCTAGGTTACC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxlll (codant pour la proteine hemolysine III 
d' Actinobacillus pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Ctal-BamHI. 
Apres purification, le produit de PCR de 548 pb a ete digere par C/al et BamH\ 
pour isoler un fragment Clal-BamHI de 536 pb (fragment B). 

15 Les fragments A et B ont ite ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealablement digere avec Sa/I et BamH\, pour donner le piasmide 
pPB190 (7565 pb) (Figure N° 25). 

Exemple 24 : Preparation et purification des piasmides 

20 Pour la preparation des piasmides destines a la vaccination des animaux, on 
peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de piasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de I'art. On peut citer en particulier la technique de lyse 
alcaline suivie de deux uitracentrifugations successives sur gradient de chlorure 

25 de cesium en presence de bromure d'ethidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 na Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a I'echelle industrielle des 

30 piasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoms de la fabrication des 
vaccins (voir exemple 1 7), les piasmides purifies sont resuspendus de mamere 
a obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 mg/ml)- compatibles avec 
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le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple 25 : Fabrication des vaccins associes 
5 Les divers plasmides n^cessaires k la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges a partir de leurs solutions concentrees (exemple 16). Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque plasmide 
corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utiiisabies 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
10 NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations particuiteres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

Exemple 26 : Vaccination des pores 
15 Les pores sont vaccinas avec des doses de 100 //g, 250 jjq ou 500 par 
plasmide. 

Les injections peuvent etre realisees k 1'aiguille par voie intramusculaire. Dans 

ce cas, les doses vaccinales sont administr6es sous un volume de 2 ml. 

Les injections peuvent etre realisees par voie intradermique en utilisant un 

20 appareil d'injection k jet liquide (sans aiguille) d^livrant une dose de 0,2 ml en 
5 points (0,04 ml par point d'injection) (par exemple, appareil "PIGJET"). Dans 
ce cas, les doses vaccinales sont administrees sous des volumes de 0,2 ou 0,4 
ml, ce qui correspond respectivement a une ou k deux administrations. Lorsque 
deux administrations successives sont pratiquees au moyen de I' appareil 

25 PIGJET, ces administrations sont realisees de maniere decalee, de facon a ce 
que les deux zones d'injection soient separees I'une de I'autre par une distance 
d'environ 1 £ 2 centimetres. 
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REVINDICATIONS 

1. Formule de vaccin porcin contre la pathologie 
respiratoire ec/ou de reproduction des pores, comprenant au 
moins 3 valences de vaccin polynucleo tidique comprenant chacune 
un plasmide integrant, de mani&re a exprimer in vivo dans les 
cellules hotes, un gene d'une valence de pathogene porcin, ces 
valences etant choisies parmi deux groupes consistant en virus 
de la maladie d'Aujeszky, virus de la grippe porcine, virus de 
la maladie mysterieuse du pore, virus de la parvovirose, virus 
de la peste porcine classique et bacterie responsable de 
1 ' actinobacillose , les plasmides comprenant, pour chaque 
valence, un ou plusieurs des g^nes choisis parmi le groupe 
consistant en gB et gD pour le virus de la maladie d'Aujeszky, 
HA, NP, N pour le virus de la grippe porcine, E, 0RF3 , M pour 
le virus de la maladie mysterieuse, VP2 pour le virus de la 
parvovirose, El. E2 pour le virus de la pestivirose et apxr, 
apxll et apxIII pour 1 ' actinobacillose . 

2. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins les valences 
Aujeszky et grippe porcine. 

3. Formule de vaccin selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en plus 1 ' une au moins des 
valences choisies parmi maladie mysterieuse et actinobacillose. 

4. Formule de vaccin selon la revendication 3, 
caracterisee en ce qu'elle comprend la valence peste porcine 
classique . 

5. Formule de vaccin selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en plus au moins une 
valence choisie parmi le groupe des valences maladie 
mysterieuse, parvovirose et peste porcine classique. 

6. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le g&ne HA et/ou NP du 
virus de la grippe porcine. 

7. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le g&ne E et/ou ORF3 du 
virus de la maladie mysterieuse. 

8. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce qu'elle comprend gB et gD d'Aujesky. 
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9. Formule de vaccin selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle se presence 
sous un volume de dose compris entre 0,1 et 10 ml, de 
preference entre 1 et 5 ml. 
5 10. Formule de vaccin selon 1 ' une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle est adaptee a 
une administration intradermique par jet liquide, de preference 
par jets multiples, sous un volume de dose compris entre 0,1 et 
0,9 ml, en particulier entre 0 , 2 et 0 , 6 ml , de preference entre 
10 0, 4 et 0, 5 ml. 

11. Formule de vaccin selon la revendication 10, 
caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10 ng et 1 mg, de 
preference entre 100 ng et 500 ug, plus pref erentiellement 
encore entre 1 ^ig et 250 ug par type de plasmide. 
15 12 • Utilisation d'une formule de vaccin selon 1 ' une 

quelconque des revendications 1 a 11, pour la fabrication d'un 
vaccin destine a vacciner les porcins primo- vaccines au moyen 
d'un premier vaccin choisi dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive; vaccin de sous-unite, 
vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant 1 ' antigene 
code par le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant 
une protection croisee. 

13. Kit de vaccination regroupant une formule de vaccin 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, et un vaccin 
choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1' antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de vaccin. 

14. Formule de vaccin selon l'une quelconque des 
revendications 1 A 11, accompagnee d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 
choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 

35 vaccin entier inactive. vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1' antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee. 
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1 ATGCCCGCTGGTGGCGGTCTTTGGCGCGGGCCCCGGGGGCATCGGCCCGGGCACCACGGCGGT 
I'MetProAlaGlyGlyGlyl/ail^^ 

Pstl 

64 GCTGGCCTCGGACGTCTTTGGCCTGCTCCACACCACGCTGCAGCTGCGCGGGGCGCCGTCGCG 
2 2 ► AlaGlyly^lyAzyUsuTrpProA^ 

127 CTAGCGCTGCTGCTCCTGGCGCTCGCCGCGGCCCCGCCGTCCGGCGCGGCGGCCGTGACGCGG 
4 3 ► I/^iAlaLeuI^iI^ml^uAla^^ 

190 GCCGCCTCGGCCTCGCCGACGCCCGGGACGGGCGCCACCCCCAACGACGTCTCCGCCGAGGCG 
64 ► AlaAlaSei^aSerProThrProGlylSi^ 
Xhol 

253 TCCCTCGAGGAGATCGAGGCGTTCTCCCCCGGCCCCTCGGAGGCCCCCGACGGCGAGTACGGC 
85 ► Serl^^luGluIleGluAlaPheSerPr^^ 

316 GACCTGG ACGCGCGGACGGCCGTGCGCGCGGCCGCGACCGAGCGGG ACCGCTTCTACGTCTCC 
106 > AspI^uAspAlaArgTbiAlaValArg\1 nftlnAl altoGltiAr^AspArgPheTyiVaJ.Cys 
379 CCGCCGCCGTCCGGCTCCACGGTGGTGCGGCTGGAGCCCGAGCAGGCCTGCCCCGAGTACTCG 

127 ► ProProProSeittlySeritor^^ 

442 CAGGGGCGCAACTTCACGGAGGGGATCGCCCTGCTCTTCAAGGAGAACATCGCCCCGCACAAG 
1 4 8 > GlaGlyArgAsnPfaegfarQluQlylleai nT^iT^nlPbelysGltiAgxiIleAlaPTOHisIiys 

505 TTCAAGGCCCACATCTACTACAAGAACGTCATCGTCACGACCGTGTGGTCCGGGAGCACGTAC 
1 6 9 ► PhaLysAlaHisIleTyrayrLy^ 

568 GCGGCCATCACGAACCGCTTCACAGACCGCGTGCCCGTCCCCGTCC AGGAGATCACGGACGTC 
1 90 ► AlaAlallettuAsnArgPbeTfax^^ 

631 ATCGACCGCCGCGGCAAGTGCGTCTCCAAGGCCGAGTACGTGCGCAACAACCACAAGGTCACC 
2 1 1 ► IleAspArgAr^lyLysCyt^alSe^^ 

694 GCCTTCGACCGCGACGAGAACCCCGTCGAGGTGGACCTCCGCCCCTCGCGCCTGAACGCGCTC 
232 ► AlaPheAspAroAspGluAsnPro^^ 

757 GGCACCCGCGCCTGGCACACCACCAACGACACCTACACCAAGATCGGCGCCGCGGGCTTCTAC 

2 5 3 ► GlyThrArgtfUaTrpHisTh^^ 

820 CAGACGGGCACCTCCGTCAACTGCATCGTCGAGGAGGTGGAGGCGCGCTCCGTGTACCCCTAC 
274 ► GlimirGlyttrSei^alAsnCysIleV^Ql 

883 GACTCCTTCGCCCTGTCCACGGGXMACATTGTGTACATGTCCCCCTTCTACGGCCTGCGCGAG 
295>AspSerPheAlaI*uSerT^ 

946 GGGGCCCACGGGGAGCAGATCGGCTACGCGCCCGGGCGCTTCCAGCAGGTGGAGCACTACTAC 
316>GlyAlaHisGly31uG:UiIleGl;yl^^ 

1009 CCCATCGACCTGGACTCGCGCCTCCGCGCCTCCGAGAGCGTGACGCGCAACTTrCTACGCACG 

3 37 ► ProlleAspLeuAspSeiArgl^^^ 

1072 CCGCACTTCACGGTGGCCTGGGACTGGGCCCCCAAGACGCGGCGCGTGTGCAGCCTCGCCAAG 

3 58 ► ^HisPfaettirValAlaTrpAspT^^^ 

1135 TGGCGCGAGGCCGAGG AG ATGACCCGCGACGAGACGCGCGACGGCTCCTTCCGCTTC ACGTCG 
379>TrpArgGluAlaGlv^lTiMeWauArgA^ 

, ,™ p s«1 

1198 CGGGCCCTGGGCGCCTCCTTCGTCAGCGACGTCACGCAGCTGGACCTGCAGCGCGTGCACCTG 

4 00 ► ArgAlal^lyAlaSerPheValSerA^ 

1261 GGCGACTGCGTCCTCCGCGAGGCCTCGGAGGCCATCGACGCC ATCTACCGGCGGCGCTACAAC 
421>GlyAirpCy^alX^uAr^luAl 

1324 AGCACGCACGTGCTGGCCGGCGACAGGCCCGAGGTGTACCTCGCCCGCGGGGGCTTCGTGGTG 
4 4 2 ► SerOturHi^all^uAlaGlyAspAxgProGluValTyrLeuAlaAx^ 
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2143 (MMCTOCCffl^^ 
™° ^eATCGCCAACTTCTTCCA^^ 



2269 
757> 

2332 
778 



2710 
904 ► 
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Xhol * 

CGCCTCGAGAGCGAGGACCCCGACGCCCTGTAG 

ArgLeufliuSerGluAspProAspAlaLeu. • • 
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I ATGCTGCTCGCAGCGCTATTGGCGGCGCTGGTCGCCCGGACGACGCTCGGTGCGGACGTGGAC 

64 GCCGTGCCCGCGCCGACCTTCCCCCCGCCCGCGTACCCGTACACCGAGTCGTGGCAGCTGACG 
22 ► AlaValPrxDAlaProOlirPheProProProAl^ 

127 CTGACGACGGTCCCCTCGCCCTTCGTCGGCCCCGCGGACGTCTACCACACGCGCCCGCTGGAG 
43 ► I^ChrThrValProSerProPheV^^ 

190 GACCCGTGCGGGGTGGTGGCGCTGATCTCCGACCCGCAGGTGGACCGGCTGCTGAACGAGGCG 
64 ► AspProCysGlyValVal^ 

253 GTGGCCCACCGGCGGCCCACGTACCGCGCCCACGTGGCCTGGTACCGCATCGCGGACGGGTGC 
85 ► ValAlaHisArgAr^PiroT^ 

3 1 6 GCAC ACCTGCTGTACTTTATCGAGTACGCCGACTGCGACCCCAGGCAGGC AGATCTTTGGGCG 
106 ► AlaHisI^uI^TyrPh^ 

379 CTG C C GGCGC C G C A C C ACG CCG ATGTGGTGG AC CCCGTCCGCGG ACTAC ATGTTCC C C ACGG A 
127 ► LeuPixxAlaProHisHi*^ 

442 GGACGAGCTGGGGCTGCTC ATGGTGGCCCCCGGGCGGTTCAACGAGGGCCAGTACCGGCGCCT 
1 4 8 ► GlyArgAlaGlyAlaAlaHisGlyGlyPr^ 

505 GGTGTCCGTCGACGGCGTGAACATCCTCACCGACTTCATGGTGGCGCTCCCCGAGGGGCAAGA 
169 ► GlyVaJArgAxgAr^ArgGluHisProHisAry 

568 GTGCCCGTTCGCCCGCGTGGACCAGCACCGCACGTACAAGTTCGGCGCGTGCTGGAGCGACGA 

1 9 0 ► ValProValArgProArgG^^ 

631 CAGCTTCAAGCGGGGCGTGGACGTGATGCGATTCCTGACGCCGTTCTACCAGCAGCCCCCGCA 
2 1 1 ► Glnl^uGlnAlaGlyArgGlyAryAspAl^ 

694 CCGGGAGGTGGTGAACTACTGGTACCGCAAGAACGGCCGGACGCTCCCGCGGGCCCACGCCGC 
232 > ProGlyGl^ly^^^ 

757 CGCCACGCCGTACGCCATCGACCCCGCGCGGCCCTCGGCGGGCTCGCCGAGGCCCCGGCCCCG 
2 5 3 ► Ar^sAlaValArgHisAr^^ 

820 GCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCGAAGCCCGAGCCCGCCCCGGCGACGCCCGCGCCCCCCGACCG 
274 ► AlaProAlaPixJaaPixiAa 

883 CCTGCCCGAGCCGGCGACGCGGGACCACGCCGCCGGGGGCCGCCCCACGCCGCGACCCCCGAG 
295 ► *>raAlaJU-gAlaGlyAsp^ 

94 6 GCCCG AGACGCCGC ACCGCCCCTTCGCCCCGCCGGCCGTCGTGCCCAGCGGGTGGCCGCAGCC 
3 1 6 ► AlaArgAspAlaAlaProP^ 

1 009 CGCGGAGCCGTTCCAGCCGCGGACCCCCGCCGCGCCGGGCGTCTCGCGCCACCGCTCGGTGAT 
337> ArgGlyAlaValProAlaAlaA^^ 



tNSDOCID: <WO_;9803658A1_L> 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03658 



PCT/FR97/01313 



6/31 



1G72 CGTCGGCACGGGCACCGCGATGGGCGCGCTCCTGGTGGGCGTGTGCGTCTACATCTTCTTCCG 

3 5 8 ► ArgArgHisGlyflisArgAspGlyArgA^ 

1135 CCTGAGGGGGGCGAAGGGGTATCGCCTCCTGGGCGGTCCCGCGGACGCCG ACGAGCTAAAAGC 
379 ► Prc<31uGlyGlyGluGlyVaJ.SerPxoProGlyAr^ 

1198 GCAGCCCGGTCCGTAG 

4 00 ► AlaAlaArgSerVal 
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1 ATGGAAGCAAAACTATTCGTATTATTCTGTACATTCACTGCGCTGAAAGCTGACACCATCTGT 
!► MetGluAlaLysLeuPte^^ 

64 GTAGGATACCATGCTAACAATTCCACAGATACTGTCGACACAATACTGGAGAAGAATGTGACT 
22 ► ValGlyTyi^sAliiAsnAs^^ 

127 GTGACTCATTCAGTTAATTTACTAGAAAACAGTCATAATGGAAAACTCTGCAGCCTC 
4 3 ► ValThrllisSeWalAsnl^ 

190 GTAGCCCCCTTGCAACTAGGGAAGTGCAACGTAGCAGGGTGGATCCTTGGCAACCCAGAATGT 
64 ► ValAlaProIy^liiI/^ 

253 GACCTGTTGCTCACAGCGAATTCATGGTCTTACATAAT 

3 16 ACATGCTACCCCGGAGAATTCArTGATTATGAGGAATTAAGGGAGCAGCTGAGTTC 
106 ► 'IfrrCysTyxPrTXn 

379 TCATTTGAAAGGTTTGAAATTTTCCC AAAAGCAAACTCATGGCCAAATC ATGAGACAACC AAA 

121* SerPhsGluArgPhsGluIle^^ 

442 GGTATTACAGCTGCATGCTCTTACTCTGGAACCCCCAGTT 
1 4 8 ► Qlylle ThrAl aftl aC frgSerTyrSerGlvlto 

505 GTAGAGAGGGAAAATTCCTATCCTAAACTCAGCAAATCATACACAAACAACAAAGGGAAAGAA 

1 6 9 ► ValGluAr^luAsaSerTyrPr^ 

568 GTGCTTATAATCTGGCX3AGTGCACCACCCTCCAACTACCAATGACC 
190 ► Vall^uIlelleTrpGlyValHisHisProP^^ 

631 AATGCTGATGCATATGTTTCAGTTGGGTCATCAAAATACAACCGAAGGTTC 
2 1 1 ► AsoAlaAspAlJiTyr^^ 

694 GCAGCTAGACCTAAAGTCAAAGGACAAGCAGGCAGAATGAATTATTATTGGACATTX3TTAGAT 
232 ► AlaAlaArgeroLyWalliysGlya 

757 CAAGGAGACACCATAACGTTTGAAGCCACTGGGAACTTAATAGCACCATGGTACGCCTTCGCA 

253 ► Gl^GlyAspTThrlle^ 

820 TTGAATAAGGGCTCTGGTTCTGGAATTATAACGTCGG 
274 ► I^uAsnlysGlySerGl^^ 

883 AAGTGCCAAACCCCTCATGGGGCCTTGAACAGTAGTCTTCCTTTTCAGAACGTACATC 
2 9 5 ► LysCysGliiatoPro^ 

946 ACTATTGGAGAATGCCCCAAATATGTTAAAAGCACC 
316>Tte:UeGlyGluCysP^ 

1009 AACGTCCCCTCTATTCAATCCAGAGGACTTTTCGGAGCAATTCCTGGATTCAT^ 
337 ► AmValProSerlleGlnS^^ 
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1072 TGGACAGGAATGATAGATGGGTGGTATGGGTATCACCATCAGAATGAGCAGGGATCTGGTTAC 
1135 GC AGCTCATC AGAAAAGCACAC AAATTGCAATTG ACGGG ATC AGC AACAAAGTG AACTCAGTA 

379 ► AlaAlaAspGliiLyBSer-ItirGlalleAl^ 

1198 ATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACTGCAGTGGGCAA 
400> IleGluLy^Set^Asimii^lnPheaiii^ 

1261 ATTGAGAATTTGAATAAGAAAGTCGATGATGGGTTTTTGGATC 
421> IleGluAsml^aru^^ 

1324 TTGCTCGTTTTGCTCGAGAACGAAAGGACTCTAGATTTCCATGACTTTAACGTAAGAAATTTA 
4 42 ► LeuI^ValI^uI^2^ 

1387 TATGAAAAGGTCAAGTCACAATTGAGAAACAATGCCAAAGAAATCGGG 
4 6 3 ► 'ZVrGluLyjTVal^^ 

1450 TTCTATC AC AAATGTG ATGACG AATGCATGAAG AGCGTAAAGAATGGC AC ATATAACTACCCC 
484 ► PheTyrHi^ysCysA^ 

1513 AAATATTCAGAAGAATCCAAATTGAATAGAGAGGAAATAGACGGTGTGAAACTAGAATCAATG 
505 ► LysTyrSerGluGluSe^^ 

1576 GGAGTTTACCAGATTTTGGCGATCTACTCCACAGTCGCCAGTTCC 
52 6 ► GlyValTyrG 1nTl eI, e uAl^ 

1639 CTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCTAATGGGTCArrc 
547 ► I^^lyAlalleSerPhelr^ . 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03658 



PCT/FR97/01313 



10/31 




FEUILLE DE REM PLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03658 



PCT/FR97/01313 



11/31 



! ► ^? 1 CCTCTCMGGCACC ^ CGATC ™ TCAGCAGA ^ A ^ CCGGT GGAGAACGCCAGAAT 
1 > ^^aSerGl^lyTMysArgS^^ 



64 

22 ► AlaThr^luIleAi^a^^alGlyGlyMetValGlyGlyll^ 

127 

^►MetCys^luI^ysI^^ 



^ATCTGCACTGAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTCATCCAGAACAGCATAACAATA 



L 2> GAGAGAATCG ^ CTC ™ CA ™ ATCAGAGG ^GAACAA^^^ 
64 ► «luAx^tVal^erAlaPhe^ 

85 > AlaGlyLy^AspProLysLyKThrGlyGlyProXleryrArg 

316 ACAGAGCTGATTCTATATCACAAAGAGGAGATCA^ 
1 0 6 > ArgGluI^aetfl^^ 

1 .7 ► GAAGA ^ CT ^ TC ? TCGTCTCACTCATCTCATC ATT^^ 

V*l > I A Z CAGAGAACAAGAGCTCTCGTCCGTAC ^ATCGACCCCAGAAT^ 

169» GlySer^I^uPr^AxgAr^^ 

563 

1 90 ► ValMetGluI^leArgtetlle^^ 
2 1 1 ► A^lyAr^ArsoaarA^Il^ 

^ k ^ AGCAGCGCAA CAAGCAATGATGGACCAGGTCCGAGAAATCACAAATCCTCGGAA TC C 

2 5 3 ► ^luA^pI^ePhel^uA^^ 
274 ► &»«Qr-l-uF«*laq^ 

295 >Gly^erI^ValGlyIleA^ 

946 

» -• jValTrpMetAlaCysHisSerAla 



GT^GAACTCATTCCMATGATAA^ 



.46 ^AGACCAAATCAGAATCCAGCACATAAGAGTCAGC^TAO^AT^CATCCCATTCTCCA 

lyGln 
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1072 CTGTCCACCAGAGGAGTTCAAATTGCTTCAAATGAAAACATGGAAACAATGGAGTCCAGTACT 

3 5 8 ► IysruSerTfaLrArgGlyV^ 

1135 CTTGAACTGAGAAGCAAATACTGGGCTATAAGAACCAGGAGCGGAGGAAACACCAACC AACAG 
379 ► LeuGluIieuArgSerlj^^ nfiln 

1198 AGAGC ATCTGC AGGGC AAATC AGTGTAC AACTTACTTTCTCGGTAC AGAGAAATCTTCCTTTC 

1261 G AGAGAGCG AC CATC ATGGCAGC ATTTACAGGGAAC ACTG AAGGC AGAACATCTGAC ATG AGG 
42 1 ► GluArgAJ-aThrlle^tiAlaAlaPheThrGlyAsr^^ 

1324 ACTGAAATTATAAGAATGATGGAAAGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCCTTCCAGGGGCGGGGA 

4 42 ► TtoXSluIlelleArgtette 

1387 GTCTTCG AGCTCTCGG ACGAAAAGGC AACGAACCCG ATCGTGC CTTCCTTTG AC ATG AGT AAT 
4 6 3 ► Val PhK^T iiT^i.^rAc^liiIiys^aq! foT-ACT 

14 50 GAGGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGACAATTAA 
4 8 4 ► GluGlySei^iyrPhePheGlyA^pAsr^ * * 
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1 ATGAAGACTGTCATTGCCTTGAGCTACATTTTCTGTCTGGTTCTTGGCCAAGACCTTCCAGAA 

1 ► Met^ysTkrVallleAl 

64 AATGGCAGCAGCACAGCAAAGCCTGGTCTGGGACATCATGCGGTGCCAAACGGAACGTTAGTG 
22 ► Asi^lySexSerrairAlaLLysProGlyt^^ 

127 AAAACAATCACGAATGATCAGATCGAAGTGACTAATGCTACTGAGCTGGTCCAGAGTTTCTCA 
4 3 ► LysThrlleThizAsnAspGlJ^ 

190 ATGGGTAAAATATGC AAC AATCCTC ATCGAGTTCTTG ATGG AGC AAACTGTAC ACTGATAG AT 
64 ► MetGlyLysIleCysA^riAsnProHisAr^a^ 

253 GCTCTATTGGGGGACCCTCATTGTGATGGCTTTCAAAATGAGAAATGGGA 
85 ► AlaLexiIieruGlyAspProHisCysAspGlyPte 

316 CGC AGCAAATGCTTCAGC AACTGTTACCCTTATGATGTGCCAGATTATGCCTCCCTTAGGTC A 
1 0 6 ► ArgSer-LysCysPheSerAsnCysTyrP^ 

379 CTAATTGCCTCTTCGGGC ACTTTGGAGTTTATCAATG AAGGTTTC AATTGGACTGGGGTCACT 
12 7 ► I>2iiXleAla£erSert31yThrL^ 

442 C AG AACGGAGG AAGC AATGCTTGC AAGAGGGGGCCTG ATAGCGGTTTCTTCAGTAGGCTG AAC 
14 8 ► G1 TiAjcnrVrl^lvSexAsiia^ 

505 TGGTTGTACAAATCAGGAAACACATACCCGATGCTGAACGTGACTATGCCAAACAGTGATAAT 
1 6 9 ► TxpIjeuSyrLysSerGl^^ 

56 8 TTTGACAAATTATACATTTGGGGGGTTCACCATCCGAGCACAGACAGGGAACAAACCAACCTA 

190 ► PheAspIiV^IieuTTClle^^ rHi fi Pr^^jr^^AgpATTjcliin i iVPhyAgnT^ i 

63 1 TATGTTCAAGTATCAGGGAAAGCAACGGTTTTCACCAAGAGAAGCCAGCAGACCATAATCCCG 
2 1 1 ► TyxVaiGlxLValSerGlyl^ 

694 AACAGTCGGTCTAGACCCTGGGTAAGGGGTCTGTCTAGTAGAATAAGCATCCATTGGACAATA 
2 3 2 ► AsnSerArySerArgPix>T^^ 

757 GTTAAACCGGGGG AC ATTCTG ATAATTAATAGTAATGGGAACCTAATTGCTCCTCGGGGTTAC 

2 5 3 ► ValliysProGlyAspIlel^^ 

82 0 TTCAAAATGCACAATGGGAGAAGCTCAATAATGAGGTCAGATGCACCTATTGGC ACCTGC AGT 
274 ► PfaeLysMetHisAsr^lyAi?gS^^ 

883 TCTGAATGCATCACTCCAAATGGAAGCATCCCAAATGACAAACCCTTTCAAAACGTAAACAAG 
295 ► Ser^uCysIleTlirPraA^^ 

946 ATCACATATGGGGCAT^TCCTAAGTATGTTAAACAAAACACTCTGAAGTTGGCAACAGGGATG 
3 1 6 ► IleT&rTyrGlyAlaCysProI^^ 

1009 CGGAATATACCGGAAAAACAAACTAGAGGCATATTCGGCGCAATAGCAGGTTTCATAGAGAAT 

3 37 ► AjrgAsnXleProGluI>^ 
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\^L CT ^ TCGAG ^ GACG ^ CCGG ^" CCATC ^ TCG ^GGAArrCTCAATAGTAGAAGG G 

AGAA ™ GGACCTCGAG ^^ 

1324 .^f^™^ TC ^ AG ^CCAACATACAATTCATCTGACTG/ 

1 !«^^^r TACCACAAATCTGAC ^ TOCTOCATAGAGTc ^ TcAG ^ 

iniL AA J^ TACAGAGACGAAG ^^ 
505 ► A^lury^rsAspGluAla^^ 



4 



52 6 ► GlyryxLysAsprrpIlel^^ileSerSerAlalleSexC^ 
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1 ATGGCGTCTCAAGGCACTAAACGATCTTATGAGCAGATGGAAACCGGTGGAGAACGCCGGAAT 
1 ► MetiAlaSei^li^lyTtirLyHArgSexT^ 

64 GCTACTGAAATCAGAGCATCTGTTGGGGGAATGGTTGGTGGAATTGGAAGATT 
22 ► AlaThrGluIleAr^aSerValGl^ 

127 ATGTGCACTAAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAGAACAGCATAACAATA 
43 ► MetCysllrrLysLeuLysI^ruSe^^ 

190 GAGAGAATGGTTCTCTCTGCATTTGATGAGAGGAGGAACAAATACCTGGAAGAACATCCCAGT 
64 > GluArgtetVall^uSex^ 

253 GCGGGGAAGGACCCAAAGAAAACTGGAGGTCCAATATACAGAAAGAGAGACGGAAAATGGATG 
85 ► AlaGlyliysAspProLysLyslfcrGlyGlyPro 

316 AGAGAGCTGATTATGTATCACAAAGAGGAGATCAGGAGGATTTGGCGTCAAGCAAACAATGGT 
106 ► Ar^luLetilletetTyxA^^ 

379 GAAGATGCTACTGCTGGTCTCACTCATCTGATGATTTG 

127 ► GluAspAlaThrAlaGlyLeuT^ 

442 TATCAGAGAACAAGAGCTCTCGTGCGTACTGGGATGGACCCCAGAATGTGCTCTCTGATGCAA 
148 ► TyrGljoArgThrAr^Alal^ValAx^ 

505 GGATCAACTCTCCCGAGGAGATCTGGAGCTGCTGGTGCAGCAGTAAAGGGAGTTGGGACGATG 
169 ► GlySerThrLeuProArgAr^ 

568 GTAATGGAACTGATTCGGATGATAAAGCGGGGGATCAATGATCGGAACTTCTO 
190 ► VaOMetGluLeuIleAr^ 

631 AATGGACGAAGAACAAGAATTGCATATGAGAGAATGTGCAACATCCTC AAAGGG AAATTTCAG 
2 1 1 ► AsnGlyArgAi^oairArglleMaay^ 

694 AC AGCAGCGC AACG AGC AACGATGGACCAGGTGCGAG AAAGCAG AAATCCTGGG AATGCTGAG 

232 ► ThrAlaAlaGInAxyAlaThrte 

757 ATTGAAGACCTTATCTTTCTAGCACGATCTGCACTCATTCTGAGAGGATCAGTGGCTCATAAA 
253 ► IleGluAspI^uIlePheJ.euAlaATOSerAI aT /nill^T^iiAr^ly^^T ^i ai a gj sljys 

820 TCCTGTCTGCCTGCTTGTGTATATGGACTTG 

883 GGGTACTCTCTAGTCGGAATAGATCCTTTCCGTCTGCTCC AG AACAGCCAGGTGTTCAGCCTC 

2 9 5 ► GlyTyrSerLeuValGlylleAsF^^ 

946 ATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAGAGTCAGTTGGTATGGATGGCATGCCATTCTGCA 
3 16 ► IleAryProAsnGluAsnProAlaHisI^^ 

1009 GCATTTGAAGATCTGAGAGTGTCAAGTTTCATCAGAGGGACAAAAGTGGTCCCAAGAGGACAA 

3 37 ► AlaPheGluAspI^suArgVa^ 
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1 072 CTGTCCACTAGAGGAGTTC AAATTGCTTCAAATCAAAACATGGAAACAATGGACTCCATTACT 

3 58 ► I^uSexT±u=ArgGlyV^ 

1 13 5 CTTGAACTGAGAAGCAAATACTGGGCTATAAGAACCAGGAGCGGAGGAAACACCAACCAACAG 
379 ► I^^luI^uAr^exLysTyrTrpAlall 

1198 AGGGCATCTGCAGGGCAAATCAGTGTACAACCTACTTTCTCGGTACAGAGAAATCTTCCTTTC 

4 00 ► ArgAlaSerAlaGlyGliilleSerVaiGl^^ 

1261 GAGAGAGCGACCATCATGGCAGCATTTACAGGGAACACTGAAGGCAGAACATCTGACATGAGG 

42 1 ► GluAr^gAlaTfajTlle^tAlaAlaPhellii^lyA 

1324 ACTGAAATTATAAG AATG ATGGAAAGTGCC AGACCAGAAGATGTGTCCTTCC AGGGGCGGGG A 

442 ► Thr<31uIleIleArgMeU^tGluSerAlaAryPrc^ 

1387 GTCTTCGAGCTCTCGGACGAAAAAGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCCTTTGACGTGAGTAAT 
4 6 3 ► ValPheGluLeruSei^npGliiLysAl^ 

14 50 GAGGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATAACAATTAA 
4 84 ► GluGlySexT^PbfiPheGlyAspAsxL^ • ♦ 
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